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血中 cortisol は，生理的変動の範囲内(1O~20μgj 
dl) においてその 90~95%1-4)が特異的結合蛋白である
CBG (corticosteroid binding globulin)5)6) ~結合
(bind)して循環している。 CBGはまた transcortin
とも呼ばれる九ある条件下において血中 cortisol濃度
と CBGの cortisol結合率(通常血撲蛋白に対する
cortisolの bound %で表わされる)の聞には定量的
関係のあることが知られている。 ゆえに CBG結合能 
(binding capacity，すなわち cortisolを結合しうる 
CBGの最大容量を結合 cortisol量 (μgjdl)で表わし
たもの)が一定の条件下においては， CBGの cortisol
結合率から血中 cortisol濃度を求めることが可能であ
る。 これを原理とする血中 cortisol測定法としては，
すでに Murphyらにより，蛋白結合型 cortisolと非結
合型(遊離)cortirolの分離に平衡透析(dialysis)8)あ
るいはゲ、Jレ櫨過 (gelfiltration)9)を応用した方法が報告
されている。
最近教室の村田は，試験管内において血清に添加した 
3H-prednisoloneの ionexchange resinによる摂取率 
CSH-prednisolone Resin摂取率，以下 3H-PRUと略)
が血中 cortisol濃度をよく反映する事実を見い出し， 
3H-PRUを応用した血中 corticoid測定法を考案し報
告した問。 3H-prednisoloneが選ばれた理由としては， 
cortisolよりも CBG親和性 (a伍nity)の弱い 3H-pre-
dnisoloneは，すでに血清中に含まれている cortisolと 
CBGとの結合には強い影響を与えることなく CBGの
さらに結合しうる余地に結合するために， CBGの corti-
sol結合度をより忠実に反映するものと説明されてい
る。 3H・PRUの原理は，現在基本的甲状腺機能検査法の
ひとつとして普及している Triosorb Testすなわち 
1311_ Triiodothyronine Resin摂取率11)12)の原理とまっ
たく相同である。 
3H-PRUは従来の化学的測定法とは原理を異にする
簡便な血中 corticoid測定法である。本研究の目的は，
(l)3H_PR Uに関する基礎的検討と血中 cortisol間接的 
測定法としての臨床的応用につき検討し， (2) 3H-PRU 
に ResinSpongeを応用することによりさらに操作の 
簡便化を図り， (3) 3H-Prednisolone Resin Sponge摂
取率と 1311-TriiodothyronineResin Sponge摂取率の
同時測定法を提供しようとするものである。 
1. 測定材料，器具および対象 
A. 測定材料および器具 
1)放射性 prednisolone: 3H-prednisolone (比放射
能 810mcjmM，2.25 mcjmg)，(The Radiochemical 
Centre (英国)製) 
2) Resin: Amberlite CG 400 Type 1 (Rohm and 
Haas，Co. (USA)製) 
3) Triosorb Kit: 1311-Triiodothyronine 溶液， 
Resin Sponge および測定用試験管 (Abbott Lab. 
(USA)製〉 
gjl .1POPOP 0 ，PPO 4 gjlscintillator:液体4)
を 30%に methanol(特級)を含む toluene(特級)
に溶解したもの。 
5) Hydroxyde of Hyamine 10X (Packard) 
6)放射能測定器具: 3H，14Cおよび 1311の放射能測
定は PackardTri Carb Model 3365および Packard 
Tri Carb 314 EX Liquid Scintillation Spectrometer 
を用い，一部 1311の測定に Well型 scintillationcoun-
terを用いた。 
B. 対象 
1)被検血清: 千葉大学医学部附属病院小児科外来お
よび入院患者ならびに産科外来患者。
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2)標準血清:千葉大学医学部附属病院合同検査室か 回転 5分間〉し上清を分離する。そして先の混液 (A)
ら得た pooledserumを用いた。 と上清 (B)からそれぞれO.1mlを別々の測定パイアル
にとり， Hγdroxydeof H yamine 0.5 mlを加え直ちに
混和し 15分放置する。これに液体 scintillator10mlを
1. 3H-Prednisolone Resin摂取率の 加えて溶解し液体 scintillationspectrometerにより放
基礎的検討と臨床的応用	 射能を測定する。 (A)と(B)との計測値 (cpm)から次
式により Resin摂取率を計算する。 
3H-Prednisolone Res峨取率仰= 	  x 100 !)(1-A. 測定方法
村田の原法10)を一部改良して行なった。すなわち血清
を液体 scintillatorに溶解するために，原法で用いられ
た 5N-KOHのかわりに Hydroxyde of H yamineを
用いた。これによって加熱操作を省き，検体を測定パイ
アル中で、直接処理で、きるようになった。
測定法の実際は図 1に示した。 被検血清 1mlを小試
験管にとり，これに 3H-prednisolone水溶液 (0.6μcj 
ml，0.27μgjml) 0.5 mlを加え充分混和後 40Cに 15分
間放置する。 その混液から 1.0mlをあらかじめ Resin 
(Amberlyte CG 400 Type 1)約 175mg (自製の定量
カップを用いた〉を入れた小試験管に移し混和し，これ
を40Cに正確に 90分間， 10分ごとに激しく振還混和し
つつ incubateする。 incubate終了後直ちに遠沈 (3000
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B. 基礎的検討 
1) 試験管内 cortisol添加曲線
小試験管に cortisolの ethanol溶液を cortisol と
して 0，0.1， 0.2，0.3，0.4μgとなるようにとり，蒸発乾固
せしめたものに同一血清各 1.0mlを入れ， 5分間振還し
つつ溶解した。この血清につきそれぞれ二重測定により 
3H-PRUを測定し，添加 cortisol量に対して plottす
ると図 2に示したごとき曲線が得られた(図中の Resin 
Sponge摂取率については後述〉。内因性 cortisol濃度
の異なる諸種血清 (CBGは正常と考えられるもの〉に
ついて行なったが，いずれも 3H-PRUの 70"，80%の範
囲内で曲線は平坦に近づいた。当然のことながら内因性 
cortisol濃度の高い血清では cortisol添加量 0におけ
る 3H-PRU%は高くまた曲線の勾配はゆるく，内因性 
cortisol濃度の低い血清では逆に 3H-PRUは低くかっ 
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曲線の勾配は急峻となった。古い血清あるいはネフロー
ゼ症候群患者の血清のごとく， CBG濃度の低下した血
清では，曲線は 60%前後で平坦に近づく傾向が認めら
れた。 
2) 3H-Prednisolone溶液の濃度について
本測定法に用いる 3H-prednisolone溶液の濃度は 27 
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図 3. 3H-Prednisolone溶液の濃度変化による 
3H-Prednisolone Resin摂取率の変化 
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μg/dlに相当し， 1311・Triiodothyronine(T3) Resin 摂
取率における 1311_T3のごとき tracerdoseではない。
比放射能の高い 3H-prednisoloneの得られない現在や
むを得ないことである。 したがって 3H_pt、ednisolone
濃度それ自身が 3H-PRUに影響を与える可能性がある。 
cortisolにおけるのと同様にして，同一血清に諸種量
の 3H-Prednisoloneを添加して 3H-PRUを測定し，添
加 3H-prednisolone量との関係を見ると，図 3に示し
たごとき曲線が得られた。すなわち 3H-prednisolone
溶液の濃度が変化すると 3H-PRUは大きく変化する。
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のであることがわかった。 
3) cortisol以外の内因性 corticoidとその代謝産物な
らびに合成 steroidの 3H_PRUに与える影響 
a) 試験管内において同一血清 1.0mlに cortisol， 
corticosteroneおよび ll-deoxycortisol (compound 
S)をそれぞれ 0，0.1，0ム0ム0.4μg添加した各系列に
つき 3H・PRUを測定したところ図 4(A)に示すごとき
曲線が得られた。 CBGに対して cortisolと同等の親
和性を有するとされている corticosteroneおよび 11-
deoxycortisolは7)13) 1ぺcortisolの場合とまったく同
様の曲線を示した。すなわち 3H-PRUは cortisolと同
様に corticosteroneおよび ll-deoxycortisolの血中
濃度も反映するものと考えられる。 
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図 4. 3H-Prednisolone Resin摂取率に与える諸種 steroidの影響 
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b) 次に cortisone，THF，THE，paramethasone， 96 
dexamethasone，triamcinoloneについても同様にして 80 
3H-PRUを測定したが，図 4 (B)に示すごとくこれらの 
steroidは0.4μg/ml以下の濃度では 3H-PRUにほとん 70 
ど影響を与えないことがわかった。 
4) 放射能測定における quenchingについて 60 
3Hの放射能測定の際，被検血清を直接液体 scintil四 
latorに溶解して行なうために，血清中に溶解している
諸物質による quenchingが問題となる。中でも血清蛋
白濃度，溶血， bilirubin等が問題となるが，この点に
ついてはすでに村田が検討し通常の測定ではほとんど問
題とならぬと述べている1九事実正常人血清につき原血
清， 1/2，1/3稀釈血清に一定量の 3H幽 predniso1oneを
加えて比較したが cpmには有意の差は認められなかっ
た。明らかに溶血とわかる程度の血清では quenching
が認められたが， Resinと incubateする前後の血清に
ついて放射能を測定して 3H-PRUを計算するので，測
定値には影響はなかった。 しかし黄痘血清では free 
bilirubin濃度が 4μg/d1に達すると 3H-PRUは見かけ
上約 5%低下した。 おそらく bilirubinが一部 Resin
に吸着されるために前後の血清 bi1irubin濃度に差が出
るためと考えられる。
以上の点につき注意すれば，通常測定に際してはすべ
ての検体について混液 (A)の放射能を計測しなくとも， 
5本ぐらいを任意抽出して計測しその平均値を求め，上
清 (B) を除して各検体の 3H-PRUを求めても大きな
誤差は生じない。
なお 5N-KOHのかわりに Hydroxydeof Hyamine 
を添加することにより quenchingは明らかに増加した
が， 3H-PRU測定値には直接の影響はなかった。 
5) 血清保存期間
被検血清はすべて freezerに凍結して保存した。 1ヵ
月聞は 3H-PRUに変化は認められなかったが，それを
過ぎるとやや上昇する傾向が認められた。 
C. 3H_PRUの臨床的応用 
1) 日内変動
正常人の血中 cortiso1値は早朝に高く夜間に低い日
内変動を示すことが知られている。そこで正常幼児学童 
7例につき測定した 3H-PRU値と採血時間の関係をグ
ラフに示したものが図 5である。従来の化学的測定法に
よる血中 corticoid値の日内変動とよく一致する結果で
あった。 
2) ACTH試験
正常人に ACTHを投与すると血中 cortiso1は経時的 
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図 5. 3H-Predniso1one Resin摂取率の日内変動 
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に急上昇する。そこで ACTH試験による血中 cortisol
の dynamicな変化の追跡に 3H-PRUを応用して見た。
正常小児8例に対して ACTH-Z20単位を筋注し 2時
70 
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間ごとに採血し 3H-PRUを測定した。 図6に示したご
とく， ACTH-Z筋注後4時間までに 3H-PRUは20"， 35
%の上昇を見た。 
3) 	 正常小児および諸種疾患患児，妊婦における測定
値
正常小児および諸種疾患患児，妊婦における測定値を
図7に示した。 
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図 7. 正常および各種疾患時における 3H_ 
Prednisolone Resin摂取率測定値
被検血液は 3"， 13才の小児を対象に，午前8時から午
後 3時の間に採血した。 妊婦は，妊娠 5カ月から 10ヵ
月の者を対象に午前 10時から正午までの聞に採血した。
正常小児 34例の測定平均値土 SDは 35.3:t9.2%，範
囲は 17.9"，59.7%であった。小人症，肥満症の患児でも
ほぼ同様の測定値が得られた。
妊婦は午前中に限って採血したにもかかわらず，平均
値土SDは 27.1:t4.8%，範囲 20.2"，34.5%と低値を示し
た。
その他の疾患では， ACTH療法中の脳炎患児 2例で
高値を， prednisolone，betamethasone，triamcinolone 
投与中の各 l例の患児で低値を見た。明らかな低蛋白血
症を伴うネフローゼ症候群2例では高値であった。その
他 Cushing症候群，甲状腺機能允進症，気管支端息、発
作中の患児各 1例において高値を示した。
以上の結果はいずれも従来の化学的測定法あるいは同
様の原理に基づく 131I-T3Resin摂取率により得られた
知見から予想しうる結果とよく一致するものであった。 
D. 再現性について 
3H・PRU二重測定の比較による標準偏差を SD=
土JE-ーにより求めた15)問。 20検体につき二重測定を
2N 
行ない， 17:5"， 72.6%の範囲内において標準偏差は土1.31
益 允
表1. 3H← Prednisolone Resin摂取率の
二重測定による標準偏差 (SD)
測定 No.l (%) No.2 (%) 差(%) 
72.8 
68.5 
46.0 
45.9 
42.5 
42.4 
41.8 
41.4 
40.7 
40.6 
.139
.138
37.7 
37.2 
36.7 
30.5 
29.6 
26.4 
22.8 
17.9 
範	 囲 17.5"， 72.6%， 
72.4 0.4 
69.4 0.9 
45.3 0.7 
49.8 3.9 
44.3 1.8 
41.5 0.9 
37.7 4.1 
42.4 1.0 
41.9 1.2 
41.8 1.2 
35.6 3.5 
37.6 0.5 
38.8 1.1 
35.8 1.4 
35.4 1.3 
31.6 1.1 
30.4 0.8 
26.5 0.1 
20.1 2.7 
17.0 0.9 
SD=土1.31%
%であった(表 1)。 
1. 3H-Prednisolone Resin Sponge摂取率 
3H-Prednisolone Resin摂取率の測定操作をさらに簡
便なものとするために， Triosorb Testに用いられる 
Resin Spongeの応用を試み下記のごとき検討を行なっ
た。以下これを 3H-PrednisoloneResin Sponge摂取
率(略して 3H・PRSU)と呼ぶこととする。 
A. 測定条件の検討 
Triosorb Testに用いられる ResinSpongeの製法
.成分等については公開されていないので詳細は不明で
あるが， Resin Sponge 1個には 30mg前後の Resin 
CG 400 Type 1が含まれているという。 ResinSponge 
の Resin量が少量で、あるために， 3H-PRU測定法をそ
のまま用いたのでは望ましい結果が得られなかった。そ
こで 3H-prednisolone添加量は，その溶液と血清の混
液 1.0ml中の放射能が 3H-PRUと等しくなるような濃
度とし，混液 1.0mlを ResinSpongeに含ませて 40C
に incubateし， 3H-PRUと近似した測定値の得られる
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図 8. 3H-Prednisolone Resin Sponge摂取率に
与える incubation時間および温度の影響
血清の稀釈度を探した。その結果， 2倍稀釈血清で行な
えば両者の測定値はほぼ一致することがわかった。その
条件において 3H-PRSUに与える incubation時間の影
響を見たところ，図 8に示したごとく摂取率は時間と共
に上昇し 120分以後はほぼ一定となることがわかったの
で，以後 incubation時間は 120分とした。同時に 3H_ 
PRSUに与える incubation温度の影響を見たが， incu-
bation時間 60，.90分の聞で 200Cでは約 5%，370Cで
は約 15%摂取率が上昇した。 
B. 測定方法
前項の検討に基づき設定した測定法の実際は図 9に示
したごときものである。被検血清 0.7mlに 3H-predni-
solone溶液 (0.35μ cjml，0.16μgjml) 0.7 mlを加え
(血清が 2倍稀釈となればよい)混和後 40Cに 15分間放
置，混液1.0mlを小試験管にとり ResinSponge 1個
を入れ直ちに押棒で 6，.7回上下して Spongeを押し液
を完全に含ませる。次いで、 40Cに 120分間 incubateす
る。終了後直ちにピペットで ResinSpongeを圧迫し
つつ上清を分離し以下は 3H-PRUの場合と同様に放射
能を計測する。計算式もまたまったく同様で、ある。 
Resin Spongeの応用により， incubation中の撹持
およびその後の遠沈操作等が省け操作は簡便となった。 
C. 測定結果 
1) 試験管内 cortisol添加曲線
.1，0，cortisol0に1.0ml試験管内において同一血清 
0.2，0.3，0.4μgを添加して 3H・PRSUを測定し， corti-
Liquid Scinti1lation Spectrometer 
1. Counts of B¥ 
ResinUptake % =¥1-ωunts of A)×100 
図 9. 3H-Prednisolone Resin Sponge摂取率測定法 
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図 10. 3H・PrednisoloneResin摂取率と 3H・Pred-
nisolone Resin Sponge摂取率の相関 
sol濃度との関係をグラフに示すと図 2のごとくなる。
同一血清について同様にして行なった 3H-PRUの曲線
を同時に示しである。 3H-PRSUの曲線は勾配がややゆ
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表 2. 3H-Prednisolone Resin Sponge摂取率
の二重測定による標準偏差 (SD)
測定 No.l (%) No.2 (%) 差(%) 
64.0 63.7 0.3 
63.0 65.6 2.6 
61.2 62.1 0.9 
58.0 58.4 0.4 
57.1 58.7 1.6 
57.1 56.5 0.6 
51.0 51.2 0.2 
49.1 49.2 0.1 
47.5 45.6 1.9 
40.6 39.8 0.8 
33.7 34.4 0.7 
33.1 33.5 0.4 
32.9 33.2 0.3 
32.7 33.2 0.5 
32.5 30.8 1.7 
30.7 32.0 1.3 
27.0 30.9 3.9 
22.1 22.5 0.4 
17.4 19.4 2.0 
範 囲 18.4"，64.3%， SD=土1.03%
るやかであるが， 3H-PRUの曲線と近似している。 
2) 3H_PRUと 3H_PRSUとの相関
同一被検血清 40検体につき 3H・PRSUと3H-PRU測
定値の相関を見た。 図 10に示したごとく，当然のこと
ながらきわめて良い相関を示した。 
3) 再現性について 
20検体について行なった二重測定の標準偏差を SD 
d2/l'=土 1/一ーによって求めた15)1ぺ標準偏差は 18.4..

V 2N 
64.3%の範囲内で土 1.03%であった。 
IV. 3H-Prednisolone Resin Sponge摂取率と 1311_ 
Triiodothyronine Resin摂取率の同時測定法
前章において 3H-PRSUは 3H-PRUとまったく同様
に用いられること，そして操作はさらに簡便であること
を示したが， 3H・PRSU測定法は 131I・Triiodothyronine 
Resin Sponge摂取率1汽以下山I-T3RSUと略す〉測定
法とほとんど同じである。そこで両者の同時測定の可能
性につき検討した。 
A. 測定条件の検討 
1) 3H・prednisolone， 1311・triiodothyronine溶液(以下 
3H・P，131I・T3溶液と略) 
Triosorb Testに用いる 131I_T 3溶液 C31I-T30.1μcj 
ml以下の tracer dose溶液)に 3H-prednisoloneを 
0.35μcjml，0.16μgjmlとなるように添加した溶液を用
いた。本溶液は Trismaleate緩衝液により pH5.2に
調製されている。 そこでまず pH5.2 Tris maleate緩
衝液を用いた 3H・prednisolone溶液により 3H-PRSU
を測定した。結果は 3H-prednisolone水溶液による 3H・ 
PRSU測定値と差はなかった。なお pH7.4にすると， 
3H・PRSUは cortisol添加 0.4μgjml以下において約 
3%の上昇を見た。 以上の結果より同時測定法には pH 
5.2 Tris malea te溶液を用いることとした。 
2) 測定方法の選択

試験管内において同一血清 1.0mlに thyroxine0， 

0.05，0.1，0.15，0.2μg，cortisol 0，0.1，0.2，0.3，0.4μg 
を同時に添加し， a) 40Cにおける TriosorbTestの方
法， b) 250Cにおける TriosorbTestの方法， c) 3H_ 
PRSU測定法の三者の方法によりそれぞれ同時測定を
行なった。 a)の方法では 131I-T3RSU曲線が低下しす
ぎ， 3H-PRSU曲線は勾配がゆるやかであった。 b)の
方法では 131I-T3RSU曲線は言うまでもなく良好であっ
たが， 3H・PRSU曲線はやはり勾配がゆるく目的には沿
わなかった。 c)の方法では 131I・T3RSUはめの方法と
ほぼ同様の曲線が得られ， 3H-PRSUは当然のことなが
ら満足すべきものであった。そこで以下に述べるごと
く， c)の方法すなわち 3H・PRSU測定法に準じて行な
うことにした。 
B. 測定方法
測定法の実際を図 11に示した(以下これを単に同時
測定法と呼ぶ〉。上述の 3H_P，131I_T3溶液 (pH5.2)を
用いて 3H・PRSU法に準じて行なえばよい。計算式も同
様である。放射能の測定は， 2 channelを有する液体 
scintillation spectrometerを用いれば同時計測が可能
である。最近の機械はほとんどこの型である。 131Jの同
時計測が不可能の場合は， Triosorb Testにおけるのと
同様によ清を分離したら直ちに ResinSpongeを 4，._.5
回圧縮水洗し Well型 scintillationcounterで計測し
でも良い。この場合は，同時計測による測定値より 2，._.3
%低値に出る傾向がある。以下の測定は主として後者
の方法によった。
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濃度との関係は，図 12に示したごとき曲線となる。 
M D ω
1311-T3RSU曲線は 0----0.2μgjmlの濃度範囲においで
ほぼ直線となり，その回帰曲線を示した。通常測定の対
象となる被検血清の thγroxine濃度はこの範囲内にあ
、 
0.05 0.1 0.15 0.2 g 
Thyroxine added to 1 ml of serum 
試験管内 cortisolおよび thyroxine
添加による同時測定値 
るはずである。 
2) 同時測定法における相互干渉の有無の検討 
3H-PRSUに対する thyroxine添加の影響， 1311_ 
T3RSUに対する cortisol添加の影響を検討するため
に，同一血清 1.0mlにつき， a)何も添加しない血清， 
b) cortisol 0.4 f1gのみ添加した血清， c) thyroxine 0.2 
μgのみ添加した血清， d) cortisol 0.4μg，thyroxine 
0.2μgを添加した血清につきそれぞれ同時測定法により
二重測定を行なった。二重測定値のバラツキは 3%以内
であった。結果を平均値で示したものが図 13上表であ
る。 1311-T3RSUは cortisol添加の有無にかかわりな
く， 3H-PRSUは thyroxine添加の有無にかかわりな 
凶 
目 。 曲 目 ロ ℃
ω
』仏 ・ 国 明  
U 20 
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図 13.
く，それぞれ一致した値を示した。 さらに図 13下図は
，0.15.1，0，0.05，thyroxine0に1.0ml同一血清 0.2μg 
を添加して 3H-PRSUを測定したものであるが， 3H_ 
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PRSUは thyroxine添加の影響を受けないことを示し
た。以上の結果からこの添加量の範囲においては相互干
渉はないものと考えられる。 
3) 	 同一血清における TriosorbTest測定値と同時測
定法による 1311-T3RSU測定値の相関
図 14に示したごとく両者はきわめて良い相関を示し
た。 TriosorbTestの当小児科における正常値は 28.， 
38%であるから 17九同時測定法による 1311-T3RSUの正
常値を回帰曲線から求めると 27.，41%となる。 しかし
正常値の範囲の決定は今後実測例につき検討して決定す
% 

70 
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制目白 
ることが必要で、ある。
D. 臨床的応用
正常小児および諸種疾患患児において経時的に測定し
た同時測定法の実測例を図 14.， 16に示した。 
3H-PRSUは日内変動を示し(図 15)，ACTH投与に
反応して上昇し(図 15，16)，dexamethasone投与によ
り抑制され(図 15，16)，Lysine-8-vasopressin試験問
においては 15分において最高値に達する急激な変化を
呈する場合にも(図 17)， 1311_ T 3RSUには大きな変化
はなく，きわめて安定していることを示している。 3H-
PRSUに予期した反応の見られない各症例は，いずれも
その他の検査により副腎皮質機能異常のあることが明ら
かな症例である。 
1311-T3RSUに関しては，図 15-3)，図 17-3)の甲状
腺機能充進症において異常高値が認められた。しかし全
例とも 1311-T3RSU値に異常な変動を示したものはなか
O
z
明 。 	  
ド
門戸』
‘・y:.そ 
30 ~ 
った。 また 3H-PRSUと 1311-T3RSUの聞に興味ある
関連性を示す変化は見られなかった。
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図 17. Lγsin-8--Vasopressin Test における同時測定の実例
定する方法が諸種考案され実用に供されている。イン
シュリンIペ グノレカゴンm，成長ホノレモン21)等にお
ける radioimmunoassayや， thyroxineにおける ¥3¥1_ 
Triiodothyronine Resin摂取率1)1汽1311-T3RSU) と
それを応用した血中 thyroxine測定法均17)等がそれであ
る。 Murphyはこれらを一括して competitiveprotein圃 
binding analysis (競合的蛋白結合分析〉と呼んだmo
そしてこの方法が成り立つための条件として次の三つを
挙げた。すなわち(1)測定しようとする物質に特異的
結合蛋白あるいは抗体の存在すること， (2)その物質に
何らかの方法で標識したものがあること， (3)その物質
の蛋白結合型と非結合(遊離)型とを分離する適当な方
法のあることである。そして血中に存在する内因性の物
質とその標識物質との聞の結合蛋白もしくは抗体に対す
る競合 (competition)を原理とする。
血中 corticoidに関しては， Murphyらによる平衡
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透析(dia1ysis戸あるいはゲノレ漉過 (gelfi1tration)9) 
を用いた血中 corticoid測定法，村田による 3H-Pred・ 
niso10ne Resin摂取率(3H-PRU)を応用した血中 
corticoid測定法lへならびにここに報告した血中 eorti-
coid間接的測定法としての 3H-PRU，そして最近 Nu-
gentらによって報告された dextrancoatedcharcoa1 
の 14C-cortiso1摂取率を応用した血中 corticoid測定
法等間はいずれも同様の原理に基づくものであり，また
先の条件を満足するものである。 しかし 3H-PRUに特
異な点、は， 14C・cortiso1のかわりに 3H-predniso10neを
用いることであり，また蛋白結合型 corticoidと非結合
型 corticoidの分離に Resinを用いることである。 
3H-predniso10neを用いる理由および利点についてはす
でに緒言において述べた。 Nugentらの方法の原理およ
び操作は 3H-PRUのそれにきわめて良く似ていて， 
Resinのかわりに dextran-coatedcharcoa1を用いた
ものと言えるが，この方法では血疑抽出物について放射
能を計測するのに対して 3H-PRUでは血清中の放射能
を直接計測するので操作がより簡便である。さらに 3H_ 
PRUは市販の Resinをそのまますぐに用いられるこ
と，そして ResinSpongeの応用可能とした点におい
てより実用的な方法と言えるであろう。
血中 cortiso1の特異的結合蛋白としての CBGは，
電気泳動上 α-globulin分画と共に移動し，分子量52，000 
:!:1，500，sialic acid (N-acetylneuraminic acid)を含
む glycoproteinである問。 CBG1分子は cortiso11 
分子を結合する(すなわち bindingsi te = 1である〉向。 
CBGと結合した残りの cortiso1の大部分は albumin
とゆるくかっ非特異的に結合しているが，その割合は血
中 cortiso1濃度の 10%には達しない1り o 3H-PRUに
おいても cortiso1-a1bumin結合が何らかの関与を持つ
であろうことは確かであるが，測定法上その影響は無視
し得るほどのものであろうと考えられる。 
CBGに親和性を有する steroidには cortiso1以外に
表 3に掲げたごときものがある2九これらの steroidの
うち corticosterone，ll-deoxycortisol，prednisolone， 
THF，THE，paramethasone，dexamethasone，tri圃 
amcinolone等につき 3H-PRUに与える影響を見た。
表 3(1)の rCBGに対して cortisolと高度の競合を示
す steroidJのうち， corticostenone，ll-deoxycorti-
sol，prednisoloneは 3H-PRUに対して cortiso1と同
等の効果を持つことがわかった。その他の steroidほは
とんど影響がなかった。この結果は，表 3に示されたご
とき平衡透析，ゲ、Jレ漉過，超遠心分離等により得られた
結果から予想されたことであるが，逆にまたそれを裏ず
表 3. CBG ir.対し cortiso1と競合する
諸種 steroids
(1)高度の競合 ¥(2)中等度の競合¥ (3)低度の競合
岡高可| DOC A1dosterone 
Corticosterone I Cortisone ll-Dehydro-
cortlcosterone1l-Deoxycortiso1j Tetrahydro-S 
Androsterone(?)17α-Hydroxy- j Dexamethasone 
Tetrahydro-FprogesteroneIPrednisone 
Progesterone I Dihydro-FEstradio1 
Prednisolone Dihydro-EDHA 
01 EstroneTes卜ほort 12ι一Me向 rlc∞
21 叫lDeoxycortiso11Pregnanedioト一
山 “山tωosteron 
Triamcinolone 
Tetrahydro-11α-Hydroxy- DOCcortiso1 
L15-Pregnenolone 
Pregnane-3α， 
17α，20α，-triol 
9α-F1uoro-
cortisol 
(文献 27)から引用)
ける結果のひとつでもある。以上の結果から，表 3 (1) 
に属する steroidが血中に増量する時は 3H-PRU値が
上昇するであろうと考えられる。しかし通常測定上問題
となるのはまず corticosteroneであるが，血中 corti-
costerone濃度は cortisolの 10，. 15%(測定値は諸家
によりかなりの幅があるが15)) にすぎず，かつ比較的変
動が少ないので別 3H-PRUは主として血中 cortiso1濃
度を反映すると考えて良いであろう。 なお諸種 steroid
とその代謝産物の glucuronisideあるいは sulfateは 
CBGとは結合しない(ある種のものが a1buminと結
合することが知られている)2ヘ 
3H-PRUには血清 CBG濃度も大きな関係がある。
すなわち 3H-PRUは，血清 cortiso1濃度， CBGの 
cortisol結合容量 (bindingcapacity)，Resinの結合
容量 (Resinの場合も CBGの場合と同様に結合と言っ
てよいかどうか，その物理化学的性質の異同については
現在まだ明らかでない)の三者間に，ある条件下で成り
立つ平衡関係を反映するものと考えることができる。 
Resinの結合容量は他に比較してきわめて大きいのでこ
こでは問題とならない。 しかし CBGの cortiso1結合
あるいはstress〉，msm1といわれ30μgjdl，.15容量は 
ACTH投与時には容易に飽和の状態となるものと考え
られる。また 3H-PRUは原理上 3H-predniso10neによ
りCBGの cortiso1結合余地(言い換えれば cortisol
飽和度)を評価することにより間接的に血中 cortisol濃
度を推定するという仮説に基づいているIぺしたがって
もし血中 cortiso1濃度が一定の条件下で CBG濃度が変
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化しでも 3H-PRUに変化が現れる。すなわち 3H-PRU
とCBG濃度は負の相関を示すであろう。 CBG濃度に
異常をきたす状態には，妊娠および estrogen投与によ
り増加しめり問30)3ペ肝疾患，ネフローゼ症候群，多発性
骨髄腫，その他の低蛋白症等において低下することが知
られている問3九 Doeらの報告によれば，妊娠6カ月を
過ぎると血中 17-0HCSとCBG濃度は妊娠前のほぼ2
倍となる3へもし 17-0HCSをすべて cortisolと仮定
すれば， CBGのさらに cortisolを結合しうる余地は 2
倍となるであろう。この時 3H-PRUは低下するはずで、あ
る。ネフローゼ症候群のごとき低蛋白血症ではその逆の
状態が考えられ， 3H-PRUは上昇するであろう。少数例
ではあるが妊娠 5，...10ヵ月の正常妊婦 10例の 3H-PRU
に低下を認め， steroid治療を行なっていないネフロー
ゼ症候群の 2例において高値を見た。同様の問題はすで
に thyroxineとTBG(thyroxine binding globulin) 
の関係につき 1311-T3RUにおいても詳細に検討されて
いる17)0 Clarkらは PBIと 1311-T3RUの積をもってこ
れを freethyroxine indexと名付け，これが甲状腺機
能状態をより正確に反映することを示した問。教室の中
島らは 1311-T3RU(実際には TriosorbTestによる)
を応用した血中 thyroxine測定法17)と131I-RRUそれ
自身による測定値を用いた freethyroxine indexにつ
き検討し同様の結論に達した刊o 3H-PRUについても，
同時にまったく同様の手技によって行なわれる村田の血
中 corticoid直接測定法10)を併用すればさらに正確な副
腎皮質機能状態の評価をなしうる可能性がある。 
3H-PRU測定には血清を用いた。ヘパリン加血撲を
用いると， Resinと incubateした際に再凝固し操作も
不便であるばかりでなく測定値のばらつきが大きいので
血清を用いることにした。血中 corticoidの化学的測定
に際して，血撲と血清のいずれが適当で、あるかについて
は議論があるが15)，現在大勢は血撲が望ましいとしてこ
れを用いている。しかし Saierら35)および Klein向は血
清でも用いうると述べており， Littleらは測定値に差は
なかったと述べた37)。これは今後の検討を要する点であ
る。その他の抗凝固剤，たとえばクエン酸塩やシュウ酸
塩についての検討は行なわなかった。
以上考察した諸問題はすべて 3H-PrednisoloneResin 
Sponge摂取率 eH-PRSU)ならびに 1311-T3Resin 
Sponge摂取率 C311-T3RSU)との同時測定にもあては
まることである。 
3H-PRUおよび 3H-PRSUの再現性は満足すべきも
のであった。しかし測定法の感度について指摘しておか
なければならぬ点は，図 2の曲線から明らかなごとく，
血中 cortisolの高濃度においては，血中 cortisolの変
動に対する感度が悪くなることである。 3H-PRUが 60
%以上の領域における変動の評価にあたっては注意を
要する。しかし dexamethasone抑制試験への応用には
むしろ有利ではなかろうかと考えられる。 
competitive protein-binding analysisの利点のひと
つは，ある適当な条件を選ぶことにより 2種以上のホル
モンその他の物質の同時測定が可能であることである。
放射能計測機器の進歩により 2種以上の核種もしくは同
位元素の放射能を計測し分けることができるようになっ
たこともそれを可能にした重要条件である。 Gebhardt
らmおよび Glickら39)は， インシュリンと成長ホノレモ
ンの radioimmunoassayによる同時測定法を報告した。
標識ホルモンとしては一方は 1311，他方は 1251で標識し
たものを用いている。
本研究の目的のひとつは，同様の測定原理および手技
に基づく 3H-PRSUと1311-T3RSUの同時測定法の検討
であった。 CBGと TBGはいずれも a-globulin分画
に属する glycoproteinであるが，その化学的組成から
両者は別種の蛋白であることが明らかにされており， 
TBPA(th yroxine binding preal bumin)には cortisol
は結合しないへまた試験管内において thyroxine添加
は CBG結合能にぺ corticosteroid添加は TBG結合
能に影響を与えぬことが認められている州41)OResin 
Sponge摂取率についても両者の相互干渉の有無につい
て検討したが，実際測定の範囲内では干渉は認められな
かった。 同時測定法によれば 3H-PRSU測定の 1回の
操作で同時に 1311-T3RSUの測定ができ，使用血清量も
最低0.7mlで足り，とくに小児科領域における screen-
ingに用うるに有用と考えられる。同時測定法における 
1311-T3RSUとTriosorbTestの測定値の相関はきわめ
て良好であったが，正常値範囲の決定は今後の検討に待
たなければならない。さらに同時測定法を応用して村田
の方法1
同時測定法に関する予備実験を行なつたが，実用的可能
性のある結果が得られた。
以上， 3H-PRUの利点としては，手技が簡単で習熱に
も時間や労力を要さぬこと，被検血清は 1mlあれば充
分であり少量で足りること，血清の長期保存が可能であ
ること，そして 1311-T3RSUとの同時測定法が可能であ
ること等が挙げられる。これに対して短所としては， 3H
の放射能測定が難しく高価な液体 scintillationspectro圃 
meterを要すること，化学的測定法に比較して測定可能
範囲に限界があること，そして CBG濃度に異常のある
時は血中 cortisol濃度を忠実に反映しないこと等が挙
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げられる。しかし短所の第一の点については，今後液体 
scin tilla tion spectrometerはさらに普及する趨性にあ
り，それと共に手に入りやすくもなると思われる。第二
の点については臨床応用の適応を今後明らかにしてゆけ
ば良いであろう。 screeningtestとして，あるいは日内
変動の測定， ACTH試験， dexamethasone抑制試験， 
1 ysine-8-vasopressin試験問等の頻回採血を要する 
dynamicな副腎皮質機能検査には有用と考えられる問。
第三の点については，化学的測定法，あるいは同一手技
によって行ないうる村田の血中 corticoid直接測定法川
を併用すれば血中 cortisol濃度と共に CBG濃度の推
定も可能となり，副腎皮質機能状態に関するさらに多く
の情報が得られるであろう。
結語 
1) 試験管内血清 3H-PrednisoloneResin摂取率 
(3H-PRU)の血中 cortisol間接的測定法への応用につ
き検討した。 
a) 3H-PRUは試験管内において血清に添加した 
cortisol量を良く反映した。 
b) 試験管内において添加した corticosterone，11-
deoxycortisol，prednisoloneは 3H-PRUに対し corti-
solと同等の効果を有することがわかった。 cortisone， 
THF，THE，paramethasone，dexamethasone，tri-
amcinoloneはほとんど影響を与えなかった。 
c) 日内変動， ACTH試験において従来の化学的測
定法における結果と良く一致する変化が見られた。 
d) 3H圃 PRUの正常値は 3，.13才の小児の午前8時
から午後 3時までの聞において 35.3:t9.2%であった。
妊婦および ACTH，Steroid投与において高値を， 
Cushing症候群，ネフローゼ症候群，甲状腺機能充進
症，日寵息発作中において高値を認めた。妊婦における低
値とネフローゼ症候群における高値は CBG濃度の増減
に基づくものと考えられる。 
e) 再現性は良好であった。 
2) 3H-PRU測定に ResinSpongeを応用し，さらに
測定手技の簡便化を図った。 そしてこれを 3H-Predni-
solone Resin Sponge摂取率(3H-PRSU)と名付けた。 
a) 3H・PRUと3H・PRSUの相関はきわめて良好で
あり， 3H-PRUと同様に用いうることがわかった。 
b) 再現性も 3H-PRUに劣らず良好であった。 
3) 3H-PRSUとl3lI-T3Resin Sponge摂取率 ('3II_ 
T3RSU)とは原理および測定手技がほとんど同様であ
ることから両者の同時測定を試み， 3H・PRSUの測定手
技により両者の同時測定が可能であることを示した。 
a) 同時測定に際して 3H-PRSUと 131I・TgRSUの聞
に相互干渉は認められなかった。 
b) 同時測定による 131I-T3RSUと TriosorbTest 
の測定値の聞には良好な相関が得られた。
旬以上， 3H-PRUおよび 3H・PRSUは，手技は簡
便にして検体量も少量で済む利点を備えた血中 cortisol
間接的測定法として，さらに 13II-T3RSUとの同時測定
法に応用できる方法として充分臨床応用が可能で、あると
考える。
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